
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２４年５月３１日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：  
本研究の目的は、活性化された髄核細胞あるいは髄核組織を長期間保存した際の、細胞活性の
維持と安全性を確立することである。ビーグル犬成犬とヒト検体のそれぞれを用い、髄核組織
を非凍結群、酵素処理後の細胞凍結群、組織凍結群の 3 つの群に分け検討した。非凍結群と比
べ、細胞増殖能、基質合成能に全群間に有意差が全く認められなかった。以上より、髄核細胞
凍結による活性化髄核細胞を用いた変性椎間板の治療の実現性が高いと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：  
The purpose of this study is to evaluate the safety and property of the activated nucleus 
pulposus cells after the cryopreservation. With the animal model and human material, we 
compared safety and property of the nucleus pulposus cells, ordinarily activated, to those in 
two subgroups on cryopreservation method; 1) activated nucleus pulposus cells after 
cryopreservation for two weeks and 2) nucleus pulposus tissue itself after cryopreservation 
for two weeks. There was no significant difference amongst those three subgroups on the 
safety, the proliferation of the nucleus pulposus cells or the potentiality for the cell matrix 
in both animal and human materials. We confirmed cryopreservation of the nucleus 
pulposus is useful to repair various disc lesions. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）東海大学整形外科では、骨髄間葉系幹
細胞との細胞間接着を伴う共培養で活性化
された椎間板髄核細胞を中等度変性がみら

れる椎間板内に移植し、その後の当該椎間板
変性進行を抑制する実験系を確立した。すな
わち、小、中、大型動物を用いた in vitro 並
びに in vivo の実験で、骨髄間葉系幹細胞が
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椎間板髄核細胞を活性化することが示され、
また、活性化された椎間板髄核細胞を変性椎
間板内に移植したところ、椎間板変性の進行
が明らかに抑制された。 
（２）ヒト椎間板髄核細胞が実験動物で示さ
れたと同様に同一個体の骨髄間葉系幹細胞
によって活性化されるか否かを検討した。実
験動物とは性状がやや異なるヒト椎間板髄
核細胞も、骨髄間葉系幹細胞との細胞間接着
を伴う共培養によって良好な活性化を得る
ことが示された。       
（３）この結果を経て、本学医の倫理委員会
に活性化椎間板髄核細胞の変性椎間板内移
植療法に関する申請を行い承認された。さら
に、本細胞移植療法が、間葉系幹細胞によっ
て体外で操作を受ける過程を含むために、厚
生労働省ヒト幹細胞の臨床研究に関する指
針に従い、厚生労働省審査委員会に臨床研究
の実施を申請し、2008 年 1 月に承認を受け
た。2009 年 2 月から臨床研究が開始され、
2011 年 9 月に予定された全 10 例への移植術
が終了し、現在経過観察中である。 
（４）厚生労働省から承認された臨床研究の
対象は、20 歳代で腰椎椎間板変性のために１
椎間に固定術が行われる症例で、その隣接椎
間板にすでに中等度の変性が見られる症例
である。椎体間固定術で摘出された椎間板か
ら得られた髄核細胞を、同一患者の腸骨から
採取した骨髄液を分散して得られる骨髄間
葉系幹細胞との細胞間接着を伴う共培養で
活性化し、変性した隣接椎間板内に移植する
臨床研究である。一方、変性椎間板への活性
化髄核細胞の移植には、活性化した髄核細胞
を患者の椎間板が変性進行した時点で移植
することが、本細胞移植療法の大きな流れの
中で重要な部分となることが予測される。こ
のため、すでに種々の点で確立されている
『骨髄間葉系幹細胞との細胞間接着を伴う
共培養で活性化された髄核細胞』を長期間保
存し、しかるべき時期に変性椎間板内に移植
する場合の、細胞活性の維持と安全性を確立
することが必要となった。このような背景の
もと、本研究計画が策定された。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、活性化椎間板髄核細胞を
用いた椎間板再生医療の臨床応用を拡大す
るために、移植に用いる髄核細胞の活性化の
時期ならびに髄核細胞の保存法を検討する
ことである。具体的には、凍結法の差による
再解凍後の髄核細胞数、1 髄核細胞あたりの
DNA 活性、PG 活性の状態、細胞接着因子の
解析による髄核性状の変化、髄核を構成する
多起源の細胞の中でどの細胞が維持可能で
あるかなどについて、大型動物ならびにヒト
椎間板髄核細胞を用いて in vitro に検討する。
さらに凍結前活性化髄核細胞との相違点を

分析し、変性椎間板への移植を行う上での活
性化完成直後の髄核細胞と凍結後髄核細胞
の各々の利点、欠点について検討する。さら
に凍結後ヒトの活性化髄核細胞については、
凍結及び解凍操作による染色体異常や腫瘍
化発現の有無につても再確認を行う。さらに、
培養環境による髄核細胞活性化の差につい
ても検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）ビーグル犬の細胞を用いた実験 
・10～13ヶ月齢のビーグル成犬から摘出した
髄核細胞（ｎ＝20）と腸骨より得た骨髄液
（n=20）を使用。 
・髄核組織を a)非凍結群、b)酵素処理後の細
胞凍結群（凍結期間 2週間）、c)組織凍結群
（凍結期間 2週間）に 3等分 
髄核細胞に対する酵素処理法（TrypleLE、D

MEM/F－12培地各々10mlにて１時間撹拌酵素
処理）、コラゲナーゼIの20mlにて2時間の酵
素処理） 
・骨髄処理 5％デキストランによる比重分離
を行い骨髄間葉系幹細胞を得て３等分 
・単培養 a)群について髄核細胞、骨髄間葉
系幹細胞ともに4日間DMEM/F-12培地にて単培
養を行い、その後3日間カルチャーインサート
を用いて髄核細胞と骨髄間葉系幹細胞を細胞
間接着を伴う共培養を行う。b)群、c)群も同
様に解凍後に上記単培養と細胞間接着を伴う
共培養を行う。 
・評価 
① 細胞数、viabilityの測定（凍結群の解凍

時の状態を非凍結群と比較） 
② MMT assay（培養7日終了後より、1、3、5

日目に測定） 
③ GAG/DNA（培養7日終了後に測定） 
④ Aggrecan（培養7日終了後に測定） 
⑤ コロニー形成（培養7日終了後に測定） 
 
（２）ヒト検体を用いた実験 
・手術時に摘出したヒト髄核細胞（n＝10）、
腸骨骨髄穿刺より得た骨髄液（n=10）を使用 
・髄核組織をA)非凍結群、B)酵素処理後の細
胞凍結群（凍結期間2週間）、C)組織凍結群（
凍結期間2週間）に３等分 
以下１）の動物実験と同様の処理を施行。 
・単培養 A)群について髄核細胞、骨髄間葉
系幹細胞ともに4日間自家末梢血から採取し
た血清を加工して単培養を行い、その後 
3日間カルチャーインサートを用いて髄核細
胞と骨髄間葉系幹細胞を細胞間接着を伴う共
培養を行う。B)群、C)群も同様に解凍後に上
記単培養と細胞間接着を伴う共培養を行う。 
・評価 
（１） の動物実験と同様の評価を行う。 

 
（３）培養環境に関する検討実験 



本研究では、変性が進行した椎間板内への
細胞や組織移植の際に、移植を受ける側の状
態がその移植の有効性を決定する上で重要
な因子となることに着目し、移植をうける椎
間板組織における酸素分圧の差異、栄養状態
の差異によって、3 群の活性化髄核細胞がど
のような影響を受けるかについて検討する。
手術時に摘出したヒト髄核細胞（n＝10）、
腸骨骨髄穿刺より得た骨髄液（n=10）を使用
し、髄核組織を A)非凍結群、B)酵素処理後の
細胞凍結群（凍結期間 2 週間）、C)組織凍結
群（凍結期間 2週間）に３等分し、骨髄間葉
系幹細胞との細胞間接着を伴う共培養の環
境下で、高、中、低酸素分圧と培地内のグル
コース供与の 3 段階との組み合わせで、各々
9 つの培養環境を作成し、活性化髄核細胞の
質的、量的状態を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）髄核細胞増殖能、基質合成能に a,.b,c
各群に明らかな差はなかった。また、各群と
もに染色体異常、腫瘍性病変は認められなか
った。結論として細胞凍結では viability、細
胞増殖能、基質合成能に明らかな差はなかっ
た。 
（２）A群と比較して B群は細胞の viability、
細胞増殖能、基質合成能に明らかな差はなか
った。C 群は A 群に比べて細胞の viability
が P<0.05 でごくわずか劣っていた。また、
非凍結群（A 群）、凍結群（B、C 群）ともに
染色体異常、腫瘍性病変は認められず RT-PCR
にて共に同様の遺伝子発現を示していた。結
論として細胞凍結では viability、細胞増殖能、
基質合成能に明らかな差はなく、今後細胞凍
結による活性化髄核細胞移植の実現の可能
性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
MTT assay ３群間に有意差は見られない 
左から培養 1 日、3 日、5 日目 
各棒グラフ（左：通常の共培養、中：髄核細
胞の解凍後共培養、右：髄核組織解凍後の共
培養） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
GAG/DNA  3 群間に有意差は見られない 
（左：通常の共培養、中：髄核細胞の解凍後
共培養、右：髄核組織解凍後の共培養） 
 
（３）細胞数、viabilityの測定（凍結群解凍
時の状態を非凍結群と比較）、MMT assay、 
GAG/DNA、Aggrecanの5項目と9培養環境群間の
関連の検討では、定量的な相関関係は統計学
的に明らかとはならなかったが、高酸素分圧+
中グルコース濃度以下の組み合わせの群が細
胞活性化が量的、時間的な面から促進されな
いことが明らかとなった。以上より、変性の
ない椎間板腔内でみられる髄核中心部の無血
管、低酸素濃度の環境は、髄核細胞にとって
生理的な環境であることが示され、中等度ま
での変性椎間板に対する髄核細胞移植術の効
率化を高める上で重要なデーターが得られた
と考えられる。 
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